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摘要 : [ 目的] 本 研究 冯 在 探讨 亚 致死 浓度 水 平 的 多 菌 灵 农 药 对 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica 
幼虫 生长 发 育 和 解毒 酶 系 活性 的 影响 。[【 方 法 ] 以 饲 喂 添 加 不 同 浓度 (0.25 和 0.75 mgg a.i., 校 准 
死亡 率 <5% ) 多 菌 灵 的 饲料 作为 处 理 组 ,以 基础 饲料 作为 对 照 。 实 验 室内 人 工 饲养 意大利 蜜 峰 1 
日 龄 幼 夹 直至 羽化 出 房 ,记录 和 测定 幼 吕 生长 发 育 指标 ( 肾 重 、 化 肾 率 和 羽化 率 ) ,并 测定 1 日 龄 师 
的 保 幼 激素 和 晓 皮 激素 滴 度 .总 蛋白 浓度 以 及 总 超 氧 化 物 歧化 酶 和 主要 解毒 酶 系 活性 。【 结 果 ]】 对 
照 组 与 各 处 理 组 之 间 的 意大利 蜜蜂 肾 体 重 、 化 肾 座 、 羽 化 率 无 显著 差异 (P>0.05);0.75 mg/g a.i. 
多 菌 灵 处 理 组 中 总 蛋白 浓度 显著 降低 (P <0.05);0.25 和 0.75 mg/g a.i. 多 菌 灵 处 理 组 中 总 超 氧 
化 物 歧化 酶 (T-SOD ) 活性 显著 增加 (<0.05) ,分 别 是 对 照 组 的 135% 和 12896 ;0.25 和 0.75 mg/g 
a.i. 多 菌 灵 处 理 组 中 保 幼 激素 (JH) 滴 度 显著 高 于 对 照 组 (已 <0.05) ,分 别 为 对 照 组 的 1.57 和 1.75 
们 ;其 持 抗 激素 赔 皮 激素 (Ecd) 滴 度 则 低 于 对 照 组 ,分 别 只 有 对 照 组 的 62% 和 65% , 差异 极 显著 
(P<0.01)。 处 理 组 幼虫 化 肾 时 间 延 长 ;对 解毒 酶 系 酶 活性 测定 发 现 ,细胞 色素 P450 ( CYP450) 和 
JR BR BE BIE( CarE) 活性 出 现 相同 的 变化 趋势 ,具体 表现 为 在 0.25 mg/g a.i. 多 菌 灵 处 理 组 中 被 激活 
升 高 (已 <0.05) ,在 0.75 mg/g a.i. 多 菌 灵 处 理 组 中 激活 效应 消失 , 酶 活性 下 降 , 但 并 未 出 现 抑 制 现 
象 (已 >0.05) 。 谷 胱 甘 肽 - S- 转 移 酶 (GST) 活性 在 对 照 组 和 处 理 组 间 略 有 不 同 , 但 无 显著 差异 ( 己 > 
0. 05) 。【 结 论 ] 选取 的 亚 致死 剂量 多 菌 灵 农药 不 会 导致 蜜蜂 急性 死亡 ,但 会 对 幼虫 生长 发 育 具 有 
抑制 作用 ,对 解毒 酶 系 也 产生 不 同 程度 的 影响 ,这 可 能 对 蜜蜂 的 健康 发 育 和 日 后 蜂 群 的 稳定 具有 潜 
在 的 危害 。 
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Effects of sublethal doses of carbendazim on the growth and detoxifying 
enzyme activities of honeybee (Apis mellifera ligustica) larvae 

WANG Kang, PANG Qian, ZHANG Wen-Wen, JI Ting" ( College of Animal Science and Technology, 
Yangzhou University, Yangzhou, Jiangsu 225009, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to explore the sublethal effects of carbendazim on the growth and 
development and detoxifying enzyme activities of the larvae of the Italian honeybee, Apis mellifera 
ligustica. [Methods] Larvae in two treatment groups were fed with diets containing 0. 25 and 0. 75 mg/g 
a.i. carbendazim ( relative mortality rate «596 ) , respectively, while those in the control group with the 
normal diets. All larvae were reared with different diets until eclosion, and their growth indexes ( pupal 
weight, pupation rate and eclosion rate) , total protein concentration, and T-SOD and detoxifying enzyme 
activities were assayed. [Results] There were no significant differences in the pupal weight, pupation 
rate and eclosion rate of A. m. ligustica among all groups ( P 20.05). The total protein concentration in 


pupae decreased in the treatment group fed with diets containing 0. 75 mg/g a.i. carbendazim (P < 
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0. 05). The total superoxide dismutase activities in the treatment groups fed with diets containing 0. 25 


and 0. 75 mg/g a.i. carbendazim tended to be significantly higher than that in the control group, being 


1.35- and 1. 28-fold as high as the control group, respectively. The juvenile hormone titer in the 


treatment groups fed with diets containing 0. 25 and 0. 75 mg/g a. i. carbendazim were significantly 


higher than that in the control group, being 1. 57- and 1. 75-fold as high as the control group, 


respectively. Ecdysone titers in the treatment groups fed with diets containing 0.25 and 0. 75 m a.i. 
P y y group 8 8 


carbendazim were only 62% and 65% of the control group, respectively ( P <0. 05). The cytochrome 
P450 (CYP450) and carboxylesterase ( CarE) activities were increased in the low-dose (0. 25 mg/g a. i. ) 
treatment group ( P «0. 05) , and then returned to the normal level in the high-dose (0. 75 mg/g a. i. ) 


treatment group, but no inhibitory effect on the activities of the two enzymes was found ( P » 0. 05). 


There was no significant difference in glutathione-S-transferase ( GST) activity between treatment groups 


and the control group (P » 0. 05). [Conclusion] These results demonstrate that sublethal doses of 


carbendazim restrain the growth and development of A. m. ligustica larvae, but do not cause their acute 


death, and may cause potential harm to the stability and development of the colony. 


Key words: Apis mellifera ligustica; carbendazim; sublethal effect; growth and development; detoxifying 


enzyme 





蜜蜂 是 自然 界 中 最 重要 的 传粉 昆虫 之 一 ,其 所 
具有 的 经 济 效益 、 社 会 效益 和 生态 效益 对 于 农业 生 
产 和 维护 生态 系统 的 生物 多 样 性 具有 重要 而 深远 的 
意义 (Potts et al., 2010; Breeze et al., 2014) , 1990 
ERS, 因 农 药 中 毒 导 致 蜜蜂 死亡 、 蜂 群 数量 骤 减 
的 现象 遍及 许多 国家 , 已 成 为 全 球 普遍 关注 的 环 
境 污 染 与 生物 安全 问题 ( 卜 元 卿 等 , 2009)。 随 着 
低 毒 农药 的 使 用 推广 ,在 某 些 程度 上 缓解 了 高 毒 
农药 引起 的 蜜蜂 急性 中 毒 ,但 低 毒 农药 的 亚 致 死 
效应 带 来 的 一 系列 潜在 的 影响 也 逐渐 地 引起 学 者 
们 的 重视 。 

前 人 研究 发 现 ,农药 的 亚 致死 效应 会 对 蜜蜂 的 
生理 生化 和 行为 学 产生 影响 。 新 烟 碱 类 农药 的 亚 致 
死 效 应 可 以 减少 脑 补 曹 形体 部 位 的 突 触 单元 ,影响 
蜜蜂 的 视觉 和 嗅觉 (Peng and. Yang, 2016) 。 吴 艳 艳 
SE (2014) 发 现 用 亚 致 死 浓度 吡虫啉 处 理 蜜蜂 可 以 
导致 神经 细胞 的 凋 亡 ,并 观察 到 自 喉 现 象 。 新 烟 碱 
农药 的 亚 致死 效应 导致 的 蜜蜂 免疫 下 降 , 抗 病 能 
降低 等 也 被 报道 ( Brandt et al., 2016)。 亚 致死 剂量 
FA] AS CL A DBE) 和 握 氰 菊 酯 (除虫菊 酯 ) 会 导 
致 Na'/K -ATP 酶 和 神经 系统 中 乙酰 胆 碱 酯 酶 异 
常 ,乙酰 胆 碱 酶 的 异常 直接 影响 蜜蜂 的 导航 定位 能 
力 (Papaefthimiou and Theophilidis, 2001; Schmuck, 
2004; Claudianos et al., 2006; Henry et al., 2012) 。 
低 浓度 省 氰 菊 酯 处 理 的 蜂王 产 卵 量 下 降 20906 , 7 BH 
期 也 明显 不 同 ( 代 平 礼 等 , 2007) 。 其 他 一 些 行 为 学 
研究 ,如 亚 致 死 剂 量 农药 处 理 后 导致 蜜蜂 分 工行 为 
不 明显 ,采集 酿 蜜 混乱, 党 房 清洁 行为 也 明显 减少 ， 
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辨别 同 群 蜜蜂 能 力 下 降 , 学 习 行 为 能 力 降 低 ,记忆 能 
力 受 到 影响 等 相继 被 报道 ( Kreissl and Bicker, 
1989; Vandame and Belzunces, 1998; Alix et al., 
2001; Yang et al., 2012) 。 

ZAR (XX: carbendazim; 分 子 式 : 
CoHoNs0, ) 是 一 种 广 谱 性 杀菌 剂 。 近 年 来 ,在 我 国 
农业 生产 中 被 频繁 施用 于 农业 作物 ,尤其 是 一 些 用 
蜜蜂 授粉 的 大 棚 蔬 菜 和 茶花 、 油 菜 等 经 济 类 蜜源 植 
物 。 叶 备 亮 等 (2016 ) 检测 了 大 陆地 区 282 份 苹果 
样品 中 农药 残留 ,在 几 种 常用 农药 中 ,多 菌 灵 检 出 率 
最 高 ,达到 81.9% 。Zhou 等 (2016) 对 中 国 大 陆 8 个 
省 份 54 份 花粉 进行 农药 残留 检测 ,结果 发 现 多 苗 灵 
农药 的 检 出 率 (77.1% ) 和 最 大 残留 量 (4 516 ng/g) 
均 占 第 一 。 我 国 养 蜂 主要 采取 追 花 逐 蜜 的 转 地 放 蜂 
模式 ,多 菌 灵 农药 暴露 污染 是 许多 转 地 蜂 场 在 追 蜜 
过 程 中 不 可 避免 的 负面 压力 ,作为 环境 指示 器 的 蜜 
蜂 很 容易 受到 多 菌 灵 农 药 的 胁迫 。 但 是 ,国内 外 对 
多 菌 灵 这 种 农药 的 研究 较 少 ,尤其 关于 多 菌 灵 亚 致 
死 效应 对 蜜蜂 的 有 影响 报告 并 不 多 见 , 因 此 对 多 菌 灵 
农药 亚 致死 效应 对 蜜蜂 生长 发 育 过 程 影响 的 研究 很 
有 必要 。 

近年 来 ,国内 外 不 断 发 生 蜜蜂 群落 大 量 减少 现 
象 ,如 我 国 江浙 地 区 的 越冬 期 蜜蜂 大 量 死 亡 事 件 , 目 
前 尚未 找到 原因 ,怀疑 可 能 是 大 蜂 蠕 、 多 重病 毒 、 微 
孢子 虫 感染 和 其 他 一 系列 负面 压力 等 多 重 因素 协同 
作用 ( 郑 火 青 等 ,2016 ) 2006 年 蜜蜂 全 基因 组 测 
序 完成 后 ,发 现 蜜蜂 种 群 具有 的 已 知 解毒 酶 基因 家 
族 数 量 较 少 ( Weinstock, 2006)。 单 从 基因 组 的 角 
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度 去 考虑 ,蜜蜂 的 解毒 能 力 是 偏 弱 的 ,因此 应 重点 分 
析 农 药 胁迫 与 越冬 蜂 死亡 事件 的 联系 。 鉴 于 近年 来 
国内 多 菌 灵 农 药 频 繁 使 用 的 现状 ,在 寻找 越冬 蜂 死 
亡 原因 过 程 中 ,多 菌 灵 农药 更 是 不 可 忽略 的 一 点 。 
生长 发 育 指标 和 解毒 本 系 活性 指标 是 研究 农药 对 密 
蜂 影响 的 常用 指标 。 本 试验 理论 结合 实际 ,在 实验 
室 中 模拟 幼虫 生长 发 育 环境 ,从 非 急性 致死 角度 去 
分 析 多 菌 灵 农药 对 蜜蜂 幼虫 的 生长 发 育 和 解毒 酶 系 
活性 的 影响 。 一 是 探究 多 菌 灵 农 药 对 蜜蜂 的 危害 ， 
为 我 国 农药 使 用 安全 性 评价 提供 实验 参考 。 二 是 斌 
图 揭示 越冬 蜂 的 死亡 与 多 菌 灵 的 施用 是 否 存在 关 
联 ,以 期 为 我 国 越冬 峰 大 量 死亡 事件 的 防治 提供 理 
论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 蜜蜂 

试验 蜜蜂 来 自 扬州 大 学 实验 蜂 场 ,为 本 地 意 大 
利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica。 
1.2 供 试 试剂 及 主要 仪器 

保 幼 激素 (juvenile hormone, JH) ARI iH Hz iE 
(eedysterone, Ecd ) 标准 品 , TritonX-100 , a- Z, HR 2& 
酯 , 毒 扁豆 碱 , 固 蓝 D 盐 , 二 硝 基 毛茶 (CDNB ) ,二 硫 
对 硝 基 葵 甲 酸 (DITNB) ,还 原型 谷 胱 甘 肽 (4GSH ) W 
自 美国 Sigma 化 学 药品 公司 ;7- 乙 氧 基 香 豆 素 ,人 砍 酸 
& — BR (K, HPO, - 3H,0) PERAH (KH, PO, ) 购 
于 苏州 科 铭 公司 ;总 蛋白 浓度 ,总 超 氧化 物 歧化 酶 
( T-superoxide dismutase, T-SOD) 活力 测定 试剂 盒 购 
自 南京 建成 生物 工程 有 限 公司 ( 货 号 分 别 A0454 
和 A001-3) ;酵母 来 自 Oxoid 生物 公司 ;高 活 蜂 王 
Jk. ,蜂蜜 均 来 自 扬州 大 学 实验 蜂 场 ;多 菌 灵 为 国内 市 
场 稼 见 的 国光 农 化 公司 产品 (农药 登记 证 号 : 
PD85150-35 ,有 效 成 分 50% ) ;其 余 化 学 试剂 均 为 
产 分 析 纯 。 色 谱 柱 为 美国 安捷伦 ZORBAXSB-Aq Wi 
相 色 谱 柱 (100 mm x2. 1 mm x3.5 um) ;恒温 培育 
箱 来 自 江 南宁 波 仪器 制造 三 (HWS-328 ) ; 酶 标 仪 型 
号 为 帝 肯 Infinite F50, 
1.3 试 虫 处 理 

选取 意大利 蜜蜂 1 日 龄 幼虫 432 头 ,随机 分 为 
3 组 ,每 组 3 个 重复 ,每 个 重复 48 头 幼 虫 , 饲 喂 至 1 
日 龄 晴 , 用 于 测定 蜂 晴 的 重量 、 旷 皮 激 素 和 保 幼 激素 
滴 度 、 虫 体 总 蛋白 浓度 以 及 T-SOD 和 主要 解毒 酶 活 
性 等 指标 。 测 定时 ,单个 指标 测定 3 组 生物 学 重复 ， 
每 组 6 个 平行 处 理 , 所 有 待 测 样本 为 同一 批 次 样本 。 

















































































































W1 日 龄 蜜蜂 幼虫 864 头 ,随机 分 为 3 组 ,每 组 3 个 
重复 ,每 个 重复 96 头 , 饲 喂 至 羽化 出 房 , 用 于 测定 化 
肾 率 和 羽化 率 。 随 机 3 组 分 别 为 对 照 组 (CK) Jb 3E 
组 1 和 处 理 组 2。 参 考 刘 光 楠 和 曾 志 将 (2010 ) 蜜蜂 
幼虫 饲养 配方 ,按照 新 鲜 王 浆 .蜂蜜 .无 菌 水 .酵母 粉 
比例 为 55:8:36.5:0.5(m/m) 配 制 基础 饲料 。 对 照 
组 (CK) 喂 食 基础 饲料 ,分 别 向 处 理 组 1 和 处 理 组 2 
基础 饲料 中 添加 0.5 和 1.5 mg/g 5096 多 菌 灵 农 药 
(有 效 成 分 分 别 为 0.25 和 0.75 mg/g)。 按 照 刘 光 
楠 和 曾 志 将 (2010) 报道 的 实验 室 饲 养 幼 虫 方法 , 饲 
R1 日 龄 蜜蜂 幼虫 分 别 至 1 日 龄 肾 期 和 羽化 出 房 。 
1.4 KAE 3345 REI 

幼虫 化 晴 率 (% ) = 幼虫 化 晴 总 数 / 幼 虫 总 数 ; 
羽化 率 (% ) = 成 蜂 羽 化 出 房 总 数 / 化 肾 总 数 。 
1.5 WEWE 

从 各 个 组 随机 取出 48 3k 1 日 龄 肾 , 超 纯 水 反复 
洗涤 ,吸水 纸 吸 干 后 电子 分 析 天 平 称 量 体 重 , 记 录 后 
置 于 -70Y 超 低温 冰箱 保存 ,用 于 测定 晓 皮 激素 和 
保 幼 激素 滴 度 、 总 蛋白 浓度 以 及 T-SOD 和 主要 解毒 
酶 系 活性 等 指标 。 
1.6 虹 皮 激素 和 保 幼 激素 浓度 测定 

蚁 皮 激 素 和 保 幼 激素 浓度 测定 采用 液 质 联 用 
( HPLC-MS) 技术 方法 进行 ( 沈 芳 , 2015) 。 样 本 处 
理 : 称 取 1 8g 待 测 样本 , 液 气 研磨 后 加 入 5 mL 甲醇 
和 3 mL 异 辛 烷 , 充 分 振动 。 超 声 提 取 15 min 后 
10 000 r /min 离心 5 min。 倒 掉 上 清 液 ,加 入 3 mL 
异 辛 烷 后 同 条 件 重 复 超声 提取 和 离心 过 程 。 倒 掉 上 
清 液 ,重复 超声 提取 和 离心 过 程 。 加 入 适量 甲醇 ， 
40%C 下 氮气 吹 干 。 用 1.0 mL ZAR- IRR (2:8, 
v/v ) 超声 复 溶 残 留 物 , 静 置 待 上 机 分 析 。 

液 相 色谱 分 析 条 件 :流速 :0.3 mL/min; 柱 温 : 
30% ;流动 相 A(0. 1% 乙酸 水 溶液 ) ,流动 相 了 B 
(0. 1% ZRII LRN) 。 

质谱 分 析 条 件 : 选 择 电 喷雾 电离 离子 源 , 正 离子 
扫描 。 喷 雾 毛细 管 电压 :3 000 V; 雾 化 气 皮 力 :35 
psi; 干 燥 气 (NN, ) 流速 :9 L/min; 干 燥 气 温度 :350C ; 
全 扫描 模式 扫描 范围 :m/z =200 ~2 000, 

此 试验 在 中 国 农业 科学 院 蜜蜂 研究 所 进行 。 
1.7 总 蛋白 和 总 超 氧 化 物 歧化 酶 (T-SOD ) 活力 
测定 

采用 二 唑 啉 甲酸 (BCA) 法 (Smith et al., 1985) 
和 水 溶性 四 唑 盐 ( WST) 法 (Deng et al., 2013) 测定 
总 重 白 浓度 和 总 超 氧 化 物 歧化 酶 活力 。 取 幼虫 按 
1:9 (m/v) 加 入 生理 盐水 。 冰 水 浴 条 件 机 械 匀 浆 ， 
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2 500 ~3 000 r/min ,离心 10 min , 取 上 清 液 稀释 至 
1% 待 用 。 按 照 试 剂 盒 ( 南京 建成 ,货号 分 别 A04544 
和 A001-3 ) 提示 的 加 样 和 计算 方法 ,获得 总 蛋白 和 
T-SOD 活力 数值 ( U/mg pro) 。 
1.8 解毒 酶 活性 测定 

细胞 色素 P450(cytochrome P450, CYP450 ) 活 
性 测定 参照 Arukwe 和 Goksgyr (1997) 方 法 测定 ,以 
7- 乙 氧 基 香 豆 素 为 底 物 。 凑 酸 酯 酶 (carboxylesterase， 
CarE) 活性 测定 按照 鲁 艳 辉 和 高 希 武 (2016 ) 方法 
进行 , 底 物 为 ao- 乙酸 蔡 酯 。 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 
( glutathione-S-transferase , GST ) 15; f£ jl] ze 2c ER 25 
灵 等 (2015 ) 方 法 进行 , 底 物 为 2,4- 二 硝 基 毛茶 。 虫 
体 匀 浆 过 程 温度 不 宜 过 高 ,需要 冰 水 浴 处 理 。 
1.9 数据 处 理 

试验 记录 数据 采用 EXCEL 软件 统计 处 理 , 采 















































用 ANOVA 中 的 LSD 多 重 比较 进行 分 析 。 数 据 分 
析 处 理 使 用 软件 SPSS 20.0 完成 ,文中 全 部 数据 均 
为 平均 值 + 标准 误 ,以 P<0.05 作为 差异 显著 性 
标准 。 





2 结果 


2.1 多 菌 灵 亚 致死 剂量 对 意大利 蜜蜂 幼虫 生长 发 
育 的 影响 

多 菌 录 亚 致死 剂量 处 理 后 对 意大利 蜜蜂 幼虫 所 
化 肾 的 肾 重 、 化 肾 率 和 羽化 率 影响 见 表 1。 由 表 1 
可 知 ,对 照 组 与 处 理 组 之 间 肾 重 、 化 肾 率 和 羽化 率 差 
异 都 不 显著 (P >0.05)。 结 果 表 明 , 试 验 选 取 的 亚 
致死 剂量 多 阔 灵 处 理 不 会 影响 蜜蜂 肾 重 、 化 肾 率 和 
羽化 率 。 






































表 1 多 菌 灵 亚 致死 剂量 对 意大利 蜜蜂 幼虫 生长 发 育 的 影响 


Table 1 Effects of sublethal doses of carbendazim on the growth and development of Apis mellifera ligustica larvae 





饲料 中 多 菌 灵 浓度 (mg/g a. i) 


Concentration of carbendazim in the diet 


IME (mg) 











Pupal weight 





0 (CK) 203.23 +11.19 a 
0.25 201.46 +9.27 a 
0.75 204.33 +8.46 a 





化 师 率 (% ) 羽化 率 (% ) 
Pupation rate Eclosion rate 
93.2 +2.24 a 81.3 +4.23 a 
91.9 +1.83 a 82.9+4.6l a 
92.5 +1.99 a 81.5 +5.82 a 








CK: 基础 饲料 Normal diet， 表 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 同 列 数据 后 不 同 的 小 写字 母 代表 差异 显著 (LSD, P «0. 05), Data in the table are 


means + SE. Different small letters following the data in a column represent significant difference ( LSD, P «0. 05). 


2.2 多 菌 灵 亚 致死 剂量 对 意大利 蜜蜂 幼虫 总 蛋白 
浓度 和 T-SOD 活性 影响 

对 比 对照 组 ,0.25 mg/g a. i. £W RARR P R 
体 总 蛋白 浓度 无 显著 变化 (P >0.05),0.75 mg/g 
a.i. 多 菌 灵 处 理 组 中 则 显著 减少 (P « 0.05) ,呈现 
下 降 趋势 (图 1: A) ,表明 和 蛋白 的 合成 受到 抑制 ; 8 
蜂 幼 虫 化 晴 时 处 理 组 中 T-SOD 活性 均 要 高 于 对 照 
组 ,分 别 为 对 照 组 的 135% 和 128% ,差异 显著 (P < 
0.05)( 图 1: B) ,表明 多 菌 灵 处 理 后 幼虫 的 SOD 活 
性 增高 。 
2.3 多 菌 灵 亚 致 死 剂量 对 意大利 蜜蜂 幼虫 保 幼 激 
素 和 虹 皮 激素 滴 度 影响 

蜜蜂 幼虫 的 保 幼 激素 和 晓 皮 激素 滴 度 见 图 2。 
由 图 可 知 ,经 过 多 菌 灵 农 药 处 理 的 幼虫 保 幼 激素 滴 
度 增 加 (图 2: A) ,分 别 为 对 照 组 的 1.57 和 1.75 
倍 , 差 异 显著 (P<0.05) ;而 旷 皮 激素 滴 度 则 表现 出 
相反 的 变化 规律 (图 2: B) ,处 理 组 的 晓 皮 激素 滴 度 
明显 低 于 对 照 组 ,分 别 只 有 对 照 组 的 62% 和 65% ， 
差异 极 显 著 (P <0.01)。 结 果 表 明 试 验 浓 度 的 多 阔 
灵 可 以 促进 保 幼 激素 和 抑制 赔 皮 激素 分 泌 。 



























































2.4 多 菌 灵 亚 致死 剂量 对 意大利 蜜蜂 幼虫 解毒 酶 
活性 影响 

蜜蜂 幼虫 内 的 解毒 酶 活性 见 图 3。 从 图 3(A) 
可 以 看 出 0.25 mg/g a. i. 多 菌 灵 处 理 组 中 CYP450 
的 比 活力 最 高 ,为 对 照 组 的 1.17 倍 ,差异 显著 (P < 
0.05) ;但 0.75 mg/g a. i. 多 菌 灵 处 理 组 组 中 P450 
的 激活 效应 消失 , 比 活力 与 对 照 组 无 显著 差异 (P > 
0.05), CarE 的 比 活力 变化 与 CYP450 类 似 (图 3: 
B) ,在 0.25 和 0.75 mg/g a.i. 多 菌 灵 处 理 组 中 表现 
出 先 升 高 再 降低 的 趋势 ,但 未 出 现 抑 制 现象 (P > 
0.05)。GST 比 活力 的 测定 结果 见 图 3(C) ,可 以 看 
出 0.25 mg/g a. i. £A RAH P GST 比 活力 低 于 
对 照 组 ,0.75 mg/g a. i. 多 菌 灵 处 理 组 中 GST 比 活 
力 要 高 于 对 照 组 ,但 是 差异 不 显著 (P >0.05)。 



































3 讨论 





一 般 采 用 点 滴 法 、 喂 毒 法 和 巴 蒸 法 等 方法 用 于 
农药 对 蜜蜂 安全 性 评价 的 测定 ,但 是 选取 不 同 测定 
方法 往往 得 到 的 结果 差异 较 大 ( 刁 青 云 , 2006)。 本 
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不 同 多 菌 灵 浓度 对 意大利 蜜蜂 幼虫 总 蛋白 浓度 (A) IL T-SOD 活力 (B) 影 响 


Total protein concentration ( A) and T-SOD activities (B) in Apis mellifera ligustica 


larvae after exposed to different concentrations of carbendazim 























意大利 蜜蜂 分 别 取 食 基础 饲料 CCK) 以 及 含 0.25 $10.75 mg/g a.i. 多 菌 灵 的 饲料 。 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 , 柱 上 不 同 大 小 写字 母 分 别 代 


表 差 异 极 显 著 (LSD, P <0.01) 和 差异 显著 (LSD, P<0.05); 图 2 和 3 [n], A. m. ligustica larvae were fed with the normal diet ( CK) and diets 





containing 0. 25 and 0. 75 mg/g a. i. carbendazim, respectively. Data in the table are means + SE. Different capital and small letters above bars represent 


extremely significant difference ( LSD, P «0.01) and significant difference ( LSD, P «0.05) , respectively. The same for Figs. 2 and 3. 


A 06 


0.4 





保 幼 激素 滴 度 (ng/g) 
JH titer 


0.2 


0.25 0.75 


多 菌 灵 浓 度 mgyg a.i.) 


Concentration of carbendazim 


(CK) 








图 2 





B 60 


BR 
o 





赔 皮 激素 滴 度 (ng/g) 
Ecd titer 
5 


0.25 0.75 


多 菌 灵 浓 度 (mgyg a.i.) 


Concentration of carbendazim 


(CK) 


不 同 多 菌 灵 浓 度 对 意大利 蜜蜂 幼虫 保 幼 激素 (A) UG BEC CB) i BET 5 


Fig. 2 Titer of JH (A) and Ecd (B) in Apis mellifera ligustica larvae after 


exposed to different concentrations of carbendazim 


试验 中 模拟 幼虫 发 育 环境 ,根据 已 有 多 菌 灵 农 药 对 
蜜蜂 的 毒 理 研究 ( 苍 涛 等 ,2012 ; Stoner and Eitzer, 
2013; Kasiotis et al., 2014) 和 前 期 预 实验 的 摸索 , 确 
定 绝对 亚 致 死 浓 度 下 相对 低 浓 度 和 相对 高 浓度 (分 
别 为 0.25 和 0.75 mg/g ai )。 经 过 预 实验 中 的 验 
证 ,这 两 组 农药 处 理 后 蜜蜂 的 校准 死亡 率 均 <5% 。 
因此 ,本 试验 中 各 试验 组 间 蜜 蜂 化 肾 率 和 羽化 率 都 
无 差异 的 结果 符合 实际 。 

保 幼 激素 和 暗 皮 激素 是 蜜蜂 幼虫 发 育 过 程 中 的 









































重要 调控 激素 。 在 二 者 协调 作用 下 ,幼虫 得 以 正常 
的 赔 皮 , 赔 皮 后 仍 保持 幼虫 性 状 ,在 昆虫 发 育 、 变 态 
过 程 中 起 重要 的 调控 作用 ( Abdou et al., 2011)。 对 
试验 中 保 幼 激素 和 赔 皮 激素 滴 度 分析 结 采 表 明 , 多 
菌 灵 农 药 胁迫 可 以 导致 保 幼 激素 滴 度 上 升 , 暗 皮 激 
素 滴 度 显著 下 降 。 其 影响 是 直接 干预 幼虫 稳定 的 发 
育 , 造 成 蜜蜂 化 肾 的 发 育 迟 组 ,在 试验 中 也 观察 到 处 
理 组 化 师 日 龄 比 对 照 组 要 延缓 的 现象 (数据 未 列 
出 ) 与 前 人 报道 的 昆虫 处 于 非 正 常 的 发 育 环 境 时 
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A3 不 同 多 菌 灵 浓 度 处 理 对 蜜蜂 幼虫 体内 解毒 酶 活性 的 影响 


Fig. 3  Detoxifying enzyme activities in Apis mellifera ligustica larvae after exposed to different concentrations of carbendazim 


A: 细胞 色素 P450 CYP450; B: 羚 酸 酯 酶 CarE; C: 谷 胱 甘 肽 5- 转 移 酶 CST. 





会 出 现 异 带 清 育 现象 ( 徐 卫 华 ，2008; $275 Wi AR, 
2012) 和 其 他 农药 胁迫 导致 幼虫 旺 化 出 现 延 缓 发 育 
的 现象 ( Czoppelt and Rembold, 1988; 吴 艳 艳 等 ， 
2014; 谭 丽 超 等 , 2015 ) 一 致 。 昆 虫 出 现 发 育 延 绥 
现象 , 常 伴随 着 蛋白 合成 水 平 相 对 降低 ( 刘 流 等 ， 
2010) 。 因 此 我 们 对 处 理 组 的 总 蛋白 含量 进行 分 
Tr ,结果 发 现 高 浓度 多 菌 灵 处 理 组 中 虫 体 总 蛋白 浓 
度 显 著 低 于 对 照 组 ,与 有 报道 发 现 多 菌 灵 胁迫 可 以 
导致 乱 目 鱼 体 内 总 蛋白 减少 的 结果 一 致 
( Palanikumar et al., 2014) 。 和 蛋白 是 维持 机 体 正 常 
运行 的 重要 物质 ,其 中 一 些 功能 和 蛋白 在 蜜蜂 的 生长 
发 育 过 程 中 更 是 不 可 或 缺 。 目 前 尚未 知道 多 菌 灵 处 
理会 导致 宣 蜂 体内 哪些 蛋白 的 合成 减少 ,这 些 和 蛋白 
的 种 类 、 功 能 及 其 造成 影响 有 待 进一步 探究 。 多 菌 
灵 胁 迫 导致 蜜蜂 幼虫 发 育 延 缓 ,蛋白 合成 下 降 的 现 
象 , 这 对 保证 蜜蜂 的 健康 发 育 ,维持 日 后 蜂 群 稳定 具 






































有 潜在 的 危害 。 

本 研究 结果 表明 ,多 菌 灵 农 药 胁 迫 对 蜜蜂 体内 
SOD 的 生成 起 到 激活 作用 ,使 得 处 理 组 SOD 的 活力 
升 高 。 与 查 黎 春 (2011) 和 李 灿 (2011 ) 报道 的 低 剂 
量 下 有 害 外 源 物 质 对 昆虫 SOD 活性 影响 的 研究 结 
果 一 致 。SOD 是 一 种 抗 氧 化 酶 ,可 对 抗 和 阻 断 因 氧 自 
由 基 对 细胞 造成 的 损害 ,并 及 时 修复 受 损 细 胞 ,复原 
自由 基 对 细胞 造成 的 伤害 ,增强 机 体 的 抗 逆 性 ,是 昆 
虫 的 重要 防御 手段 ,与 蜜蜂 寿命 的 长 短 和 抗 逆 性 的 强 
弱 有 直接 的 联系 (Corona and Robinson, 2006)。SOD 
活性 的 上 升 也 从 侧面 反映 出 处 理 组 蜜蜂 幼虫 体内 确 
实 产 生 过 多 伤害 机 体 的 自由 基 。 机 体内 抗 氧化 系统 
受到 攻击 ,防御 机 制 开 启 ,应答 调节 使 得 SOD 活性 增 
加 ,用 来 清理 体内 产生 异常 多 的 自由 基 。 

CYP450 GST 和 CarE 都 是 蜜蜂 体内 重要 的 解 
毒 酶 。CYP450 和 CarE 是 第 一 解毒 阶段 主要 解毒 
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酶 ,GST 主要 作用 在 第 二 阶段 (Claudianos et al., 
2006; Berenbaum and Johnson, 2015) 。 因 此 本 试验 
对 以 上 3 种 酶 的 比 活 力 进 行 测定 和 比较 ,结果 显示 
低 剂量 多 菌 灵 农药 处 理 可 以 诱导 CYP450 和 CarE 
激活 ,但 在 高 浓度 处 理 后 ,其 激活 效应 和 褪去, 酶 活性 
回归 正常 。 结 合生 理学 和 药理 学 知识 ,可 以 推测 
0. 75 mg/g a.i. 多 菌 灵 处 理 组 中 酶 活性 表现 出 的 正 
常 水 平 ,与 对 照 组 可 能 只 是 在 数值 上 相似 ,但 是 具体 
生理 意义 可 能 不 同 。 推 测 可 能 是 此 阶段 机 体 的 免疫 
系统 在 面临 外 源 毒素 侵入 时 的 抵抗 和 自身 在 无 法 完 
全 调控 情况 下 妥协 的 结果 。 如 果 再 增加 多 菌 灵 的 处 
理 浓度 ,那么 酶 活性 可 能 会 表现 出 抑制 的 现象 ( 酉 
青云 ,2006; Sonoda, 2010; You et al., 2013) , iX 
验 结果 中 GST 比 活力 与 对 照 组 相 比 , 并 未 出 现 显著 
变化 。 重 丽 峰 (2013 ) 通过 吡虫啉 饲 喂 处 理 意大利 
蜜蜂 24 h 后 发 现 ,P450 和 CarE 在 低 剂量 (LC, ~ 
LCw) 下 就 可 以 被 激活 ,而 GST 的 激活 范围 偏 高 
(LCa ~LCn) 。 因 此 试验 中 GST 活力 无 显著 变化 的 
原因 很 可 能 是 试验 采用 的 浓度 胁迫 不 足以 诱导 解毒 
酶 GST 的 活性 发 生变 化 ,而 且 GST 解毒 作用 主要 体 
现在 第 二 阶段 。 由 于 多 菌 灵 农 药 对 蜜蜂 的 影响 研究 
报道 较 少 ,尚未 有 明确 的 资料 辅助 可 以 排除 多 苗 灵 
农药 这 种 外 源 毒素 本 身 不 具有 诱导 GST 的 可 能 性 。 

综 上 所 述 , 我 们 的 研究 结果 表明 ,试验 选取 的 亚 
致死 剂量 多 菌 灵 农药 胁迫 不 会 导致 蜜蜂 的 急性 死 
Tz ,但 影响 蜜蜂 幼虫 生长 发 育 过 程 中 生理 生化 状态 ， 
包括 蛋白 合成 的 下 降 , 抗 氧化 系统 和 免疫 系统 受到 
攻击 等 。 这 些 潜 在 的 危害 可 能 会 在 外 界 温度 较 低 ， 
蜜 粉 源 不 充足 的 越冬 期 更 易 表 现 出 来 ,使 得 蜜蜂 无 
法 抵挡 正常 的 低温 和 病原 的 损害 , 容易 引起 其 他 继 
发 性 疾病 或 者 直接 导致 蜜蜂 死亡 。 因 此 多 菌 录 农 药 
胁迫 可 能 对 越冬 蜂 死亡 事件 起 到 推动 作用 。 
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